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緒 言

当教室 ではDubos液 体培地 を用い,振 藍 しなが ら結

核菌を培養 しそのGenerationTimeを 著 明に短縮 し迅

速培養法 としてす ぐれている ことを明らかに し霊)議〉,こ

の振量培養法を用いて結核菌のSM,PAS,INAHに 対

する耐性度の測定を行ない,基 礎的 ならびに臨床的に興

味ある結果を得て,臨 床 の実際 に使用 しうる優れた培養

法 として報告5)している。

サル ファ剤 に抗結核菌作用 のあることはすでに認 め ら

れてお り,基 礎的および臨 床的 に多 くの報告がある。 と

くにINAHと の併用においてPASに 代 りうる作用 を

有 し,近 年高 く評価 され臨床的 にも広 く用い られる よう

にな り,さ らに持続性サ ルファ剤 の出現に よ り副作用 も

少な く使用 しやす くなつ てきた。

サル ファ剤 の抗結核菌作用 につい ての報告は種 々認 め

ちれているが,測 定方法が まだ一定 してお らず各種 の方

法によ りその発育阻止濃度 にかな りの相違が認め られ て

いる。私 は数種 のサル ファ剤の結核菌発育抑 制作田を振

畳培養法を用い て50%発 育阻止量(ID5。)に よつて表現

す ることを検討 したので報告す る。

実験材料および実験方法

使用菌株:当 教室保存の人型結核菌H37Rvを 使用 し

た。実験 にあたつて これをDubos液 体培地 に移植 して,

ユ週間振盈培養 し均等に増殖 させたものを用いた。

培地:Dub⑧s液 体培地(栄 研)を 用いた。 さらに荒

井4)の方法 に準 じて培地900獅 」にTween80を5甥Z

加 え120℃,15分 間滅菌後,培 地用アルブ ミン``栄 研"

を100梛 加えて使 用 した。

添加薬剤:添 加サル フア剤はSu脆soxazole(サ イア

ジ ン),Sulfadimethoxine(ス ルキシ ン),Sulfisomezole

(シノミン)の3者 を用いた。使用時にそれぞれの薬 剤

を0.8%NaOH溶 液 で溶解後,上 記培地に加 え1γ/oo,

10γ/cc,100γ/ccの3段 階 の濃度に希釈 した(以 下1γ

培地,10γ 培地,100γ 培地 と略す)◎培 地のpHは ほ

ぼ6.8と なるよ うに した。対照 として薬剤 の含有 されな

い培地(以 下0γ 培地 と略す)を 使用 した◎

培養:島 津AKA光 電比濁計 の比濁セルと同質のガ ラ

スで特別に製作 したL型 試験管を用い,こ れに各薬剤添

加培地 を10mlず つ入れ,1週 間振 盈培養 した 菌 液 を

接種 した◎ 接種量は荒井4)が報告 した ごとく菌量が0.1

～0.2mg/mlと なる ようにOptica1Densityを30～40

と した◎以上の操 作のあとにL型 試験管 を艀卵器内の振

壷装置に培地液面を水平 にと りつけ振盈 しな が ら37±

1℃ にて培養 した。振盗装置 の詳細は荒 井が報告 したが,

当教室で考案 した もので,1分 間に30回 の振湯数で水

平面 に対 し13度 上下に運動す る◎

観察:菌 の発育は 日を追つて,島 津AKA光 電比濁計

によ り標準管No.5のOptica1Densityを100と し

Filterな しでそのOpticalDensityを 測定 し計算 した。

実 験 成 績

Sulfisoxazole加 培地におけ る人型結核菌H37Rvの 発

育は表1お よび図1に 示す ごと くであ る◎0γ 培地 およ

Table1.GrowthofM.tuberculosisinthe

SulfisoxazeleMedium(Opticaldensity)

Day・
。Rset123i45

C・ncn.y/ccl

O2994228i8201,7302,120
く

145.21143001,0201,5902,120

1033.0892024941,0651,670

10046.8114233440633885

び 各 濃 度 に お け る菌 の発 育 の差 は培 養 開 始3日 目まで は

明 瞭 で な い が4日 目,5日 目とな るに 従 い か な りの差 が

認 め られ,6日 目に は0γ 培 地 の発 育 は 光 電 比濁 計 に て

測 定 不 能 とな つ た ◎1γ 培 地 で は0γ 培 地 とほ ぼ 同様 の

Tadahiko HATA  (Ist. Department of Internal Medicine, Faculty of Medicine, Shinshu University, 
Matsumoto, Nagano Prefecture, Japan): Studies on Growth of Mycobacterium Tuberculosis with 
Shaking Culture Method. III. —Kekkaku 38 (4): 111-116, 1963.
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完全に発育を搾 えることはな く・培養 日数の増加 ととも噂ヅ

に次第に濁度 も増加 し,荒 井5》が報告 したPA亀SM

INAHに おける迅速耐性測定法 をそのまま準用 してその

完全発育阻止濃度を図1よ り読み とることは 困難 であるひ

そ こでSu1丘soxazoleに ついてTreffersら6)の 用い

た50%発 育抑制価(IDδ。)を応用す ると図2の ごと くな

る。すなわち確率紙の横軸 に薬 剤濃度を と り,縦 軸 に

0γ 培地に おけ る発育に対す る各濃度での発育の程 度 を

%で 表わ した価Growth%を とる。 各 濃度 に お け る

Growth%をplotし,こ れ らの点を結 ぶ直線 が50%

の線 と交叉する点 よ りそのID60を 算出 した◎ 培養 開姶

後4日 目お よび5日 目につ いてそれぞれID50を 算出し

た結果 は表4の ごと くで,4日 目では35・5γ/oo5日 目

では63.0γ/`oで あつ た。

以下 同様 にSulfadimethoxineお よびSumsome201e

加培地 におけ る人型結核菌H37Rvの 発育 は表2,表3

Table2.GrowthofM.tuberculosisinthe

SulfadimethoxineMedium

(Opticaldensity)

Days

発育を示 すが,10γ 培地,100γ 培地 と薬剤濃度が高 く

な るに従 つて発育抑制 の増強が認 め ら れ,お のおのの

GenerationTimeも 表5に 示す ごと く高濃度 に な るに

従 つて延長が認め られ る。 しか し100γ 培地においても

Days
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Fig2.EstimationofID500fSulfisoxazole
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お よび図3.,図5に 示す ごとくであ り,高 濃度 になるに

従 つて発育抑制の増強が認め られGenerati。 獄Timeも

表5の ごと く延長を示 したが$u1丘s。xazoleと 同様 にそ

の 完全発育阻止濃度 の決定は困難であ つ た。 そのID50

は 図4,図6お よび表4の ごとくSulfadimethoxineで

Fig4.EstimationofID500fSulfadimethoxine
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は 培 養 開始 後4日 目で35.5γ10σ,5日 目で41.7γ160と

な り,Sumsomezoleで は それ ぞ れ11.2γ ノご6,14.1γ160

とな る◎

Sulfisoxazole,Sulfadimethoxineお よびSumsome。

zoleの 人型 結核 菌H37Rvに 対 す る発 育 抑 制 作 用 を 比 較

してみ る と,GenerationTimeあ るい は 発 育 曲線 の み

で は 単 純 に 比 較 で きな い が,ID50で は 表4の ご と くで あ

り,3剤 の うち で はSu1飴omezoleがH37Rvに 対 し も

つ と も強 い 発 育 抑 制 作 用 を示 し,Sulfadimethoxi轟eと

Su1飴omezoleは ほ ぼ 同 様 の 発 育 抑 制 を示 した◎

考 案

著者 は振盈培養法 を用 いてSulnsoxazoleお よび持続

性 サルフア剤 のSulfadimethoxine,Su1且somezoleの 人

型結核菌H3?Rvに 対 す る発育抑制 作用 を 測定す ること

を試みた◎培 養開始後4日 目より,添 加薬剤 の濃度が高

くな るに従いGe獄erationTimeの 延長が認め られ発育

抑制力の増強 する ことは明 らかであ るが,実 験濃度でそ

の完全発育阻止濃度 を知 ることは 困難であつた。そ こで

Treffersら6)の 報告 した50%発 育抑制(ID50)を 求める

方法を応用 した ところ,4日 ない し5日 で測定可能 であ

り,サ ルファ剤 のごと く抗菌力の差 の少ない薬剤 のおの

おのを比較す るのに好適であつた。

各サル ファ剤の抗菌 力の差 についての報告 も多 く試み

られてい るが,3剤 または2剤 について試み差を認める

もの と差を認めない報告7)～匪5)とがある。著 者の実験 では

ID50に よ り比較 する と表4の ごと くで あ りS職msome-

zoleが やや優れ た抗菌 力を示 し,Su1飴oxazoleとSu1・

fadimethoxineは ほぼ同様の阻止 力を示 し,数 量的に客

観的 に薬剤間の差を比較 する ことが可能であつた。

この よ うな報告者お よび薬剤 による相違はサル ファ剤

が単に静菌 的に作用す ることのみでな く,使 用菌株,培

地 の種類 お よびpH,接 種菌量,菌 の培養 日数,さ らに

判定基準 などの因子に左右 され ることが考え られ る。使

用菌株は若い菌株ほ ど薬剤に作用され やす く,抗 菌 力測

定には若い菌を用 うぺ きことを森下二6)が報告 してお り,

この意味では振盈培養に よ り得 た菌 を用 いた ことは有意

であ ると考え られ る。

培 地の種 類 としては一般 に固型培地 によるほ うが液体

培 地に よる ものに比ぺ阻止濃度が低い価を示 している報

告 が多い。 貝用15)による とSumsoxazoleに ついては小

川培地 では20γ ノoo,キル ヒナ ー培地では50γ160,Dub◎s

培地では200γ100の 阻止濃度 を得 てお り,著 者が比較的

高いID50を 得た ことはDubos培 地を用 いたためと考 え

られ る。培地 のpHの 阻止濃度に与える影響 について,

内藤17)はpH5.5で は62.5γ/00,pH7以 上では1,000

γノ60と酸性にな るに従い阻止力 の培強する こ と を 述 ぺ

ている。接種量 に よる阻止濃度 の影響は一般に菌量に反
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比例す るとい う報告18)～20)が多 い。 培養 日数は長期にわ

た ると葉剤の力価が減少 し阻止濃度の上昇を思わせ るこ

とがあ るか ら判定はで きるか ぎ り短期 日に行な うのがよ

く,著 者の方法では4日 ない し5日 で判定 してお り,こ

の点有利である。判定基準 としては一般 に固型培地では

コロニーの数に よ り判定 し,液 体培地 では対照 と比較 し

肉眼的 に発育 の有無を決定 してお り,阻 止濃度 の決定上

に無理が あ り,差 の生ず る一因 と考え られ る。 こ の 点

OpticalDensityに よる測定は客観的に数量的 に表 現可

能 である。

結核菌 に対す る薬剤 の抗菌 力測定 の方法 には種 々のも

のが あ り,測 定方法に よ り抗菌 力に若干 の差 が認 められ

ることがあ るが,サ ル ファ剤の場合 と くに報告者に よる

差が著明であ りSu脆soxazole,Sulfadimethoxineお よ

びSu1且somezoleの3剤 について も最低5γ100よ り最高

1,000γ100と 阻止濃度 にか な りの差 が認め られ る7)～15)・

17),21)～27)
◎

抗菌 力測定に さい して理想的 な条件 と しては,薬 剤が

培地 内で均等に混和 し,菌 に対 し均一に作用す る必要が

あ り,菌 の発育が迅速で雑菌 の生えに くい ことと,薬 剤

添加後に加熱等 の処置を要 さず,客 観的に 明確に判定で

き,、判定 までの時間が短 く,か つ手技の簡単であ ること

が必要であ る。

現在 もつ とも一般的な方法 として使用 されてい る固型

培地に よる場合は培 地の保 存が可能であ り手技 も簡 単で

使 用 しやすいが,培 地保存 に よる薬 剤力価の低 下を考慮

しなければ ならず28)29),また薬剤 添加後 の滅菌 に よる力

価 の減少 と卵 白の吸着に よる有効薬剤濃度の減少を考慮

すべ きであ り30),判 定 までの培養期間が長いため薬剤 力

価の減少に よ り抗菌力が低 く判 定 されるおそれがある。

その他の 抗菌 力測定法 と して は 直 立 拡 散 法31),Slide

Cultureを 用 いる方法32)等種 々33)34)あるが,そ れ ぞれ長

所,短 所 を有する方法 である。一・方,液 体 培地を用 い希

釈 法に よる抗菌 力の測定について も多 くの報告があ り,

サ ルフ ァ剤 につ いても種 々の報告が認 め られ ている。液

体培地 は添加薬剤 が均等 に混和 し菌 に均一 に作用 し,薬

剤添加後に加熱す ることな く熱に弱い薬剤 の抗菌 力測定

が可能 であ り,抗 菌 力測定 には理 想的 と考え られるが固

型培地 に比ぺ手技がやや繁雑で あ り,ま た雑菌 の混入 し

やすいおそれがあ る。 また判定に さい しても固型培地に

よる場合 よ り問題が多い。

液体培地の振藍培養に よ り抗酸菌 の発育を促進 させ る

ことは多 くの学者35)^42)によ り報告 されてお り,当 教 室

で もすでに良好な結果を得て報告1>議〉した。 この振盟培

養法を用いて薬剤の抗菌力測定に良好な結果を得た こと

を教室の荒 井5)が すでに報告 して お り,荒 井 はSM,

PAS,INAHに ついて行ない4日 臼に判定可能であ るこ

とを述ぺてい る。青柳 ら40)も同様に良好な結果を得 てお



り,振 盈培養法が抗菌力測定 に優れ た方法 であることを

報告 している◇

サルファ剤の抗菌力測定に著者の ごとく振盈培養法 を

用いた報告はみ られ ない。 しか しなが らサルフ ァ剤 の抗

菌力が比較的 弱いた め,荒 井の行なつた方法を もつ て し

ては完 全発育阻止濃度 を知 ることは困難であつた。

ID5。を用い結核菌に対す る抗菌 力の測定を行なつたの

は本邦では青柳40>,矢込43)の報告があ る。青柳 はTween

80加Sauton培 地を用い,振 盛培養法に よ りSM,PAS,

INAH等 の抗菌 力の測定 を行ない,人 型結核菌では48

時間以内に再現性あ るID5。 を得 ることがで きた ことを

報告 してい る。矢込はDubos培 地を用い静置培養に ま

りINAHの 抗菌力を測定 し,短 期間で高い精度の結果

を得,し か も日常検 査法 として特別 の装置の必要な く行

なえることを述べている。 このID50の 概念に よ りサル

ファ剤の抗結核菌作用の測定を行なつ た報告は認め られ

ていないが,サ ル ファ剤では完全 発育阻止濃度を決定 す

る方法 よ りIDsoに よる抗菌力の表示 のほ うが適 してお

り,か つ薬剤間 の抗菌力の差 を数量的 に知 りうる点が と

くに優れてい るもの と考え られる。著者 はかか る考えの

もとに各種サル ファ剤の抗結核菌 力の測定 を行 ない4日

目ない し5日 目に判定可能であ り良好 な結果 を得た。

結 語

人型結核菌H37Rvを 用 いSulfisoxazole,Sulfadime・

thoxineお よびSulfisemezoleをDubes培 地に添加 し,

振湯培養法に よ り迅速に これ ら薬剤の抗菌 力を測定す る

ことを検討 し,次 の結果を得た。

1)50%発 育抑制値(ID50)を 表 よ り読み とることに よ

り各薬剤 の抗菌力を客観的に数量 的に判定す ることが可

能であつた。

2)振 湯培養法に よ り培 養 開 始後4日 目ない し5日 目

に判定可能であつた。

3)サ ル ファ剤の種類に よ り抗菌 力に若干 の差 が 認 め

られ,Sulfisomezoleが やや強い抗菌力を示 しSulfise・

xazoleとSulfadimethoxineは ほぼ 同様 の抗菌 力 を 示

した◎

本論文 の要 旨は第28回 日本内科学会信越地 方 会 に お

いて報 告 した。

稿を終 わるに臨み種 々 ご懇篤 な ご指導 ご校閲を賜 わつ

た恩師戸塚忠政 教授な らびに種 々御助力いただいた勝又

昭司博士に深謝致 します。
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  Studies on Growth of Mycobacterium Tubercu-

losis with Shaking Culture Method. (III) Estima-

tion of the Antituberculous Action of Sulfona-

mides. 

  Many authors has reported that the mechanism of 

the action of sulfonamides on M. tuberculosis is 

bacteriostatic, and it is difficult to determine the 

complete inhibition dosis. 

 By shaking culture method, in this study, the 

author estimated the antituberculous action of sulfo-

namides and calculated the 50 % inhibition dosis 

 (ID5o) 

 The test strain was M. tuberculosis var. hominis, 

strain 1-137Rv and sulfisoxazole, sulfadimethoxine and 

sulfisomezole were tested, of which the last two 

were the long-acting sulfonamides. 

 On the 4 th day or the 5 th day after the start of

the culture, growth of M. tuberculosis was estimated 

with optical density and the 1D50 was calculated 

from it. 

ID50 of sulfisoxazole was 35. 5 r/cc after 4 days and 

63. 0 r/cc after 5 days, ID50 of sulfadimethoxine was 

35. 5 r/cc after 4 days and 41.7 r/cc after 5 days, 

1D50 of sulfisomezole was 11. 2 r/cc after 4 days and 

14. 1 r/cc after 5 days, respectively. 

 Sulfisomezole had the most active antituberculous 

action in vitro to the test strain of M. tuberculosis. 

Sulfadimethoxine and sulfisomezole almost showed 

the same antituberculous action. 

 The estimation of the ID50 with the shaking cul-

ture method makes it possible to determine the anti-

tuberculous action of sulfonamides objectively and 

quantitatively.


